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(57) Abstract 

A vaccine for treating and/or preventing infectious diseases where the infectious agent has at least one intracellular phase in the host 
during its multiplication cycle, is disclosed. The vaccine comprises at least one cryptic epitope of a cellular element that is carried along 
by an intracellular infectious agent as it leaves the cell, and revealed by said infectious agent. A composition for treating and/or preventing 
HIV infections, antibodies to a peptide of interest, and a diagnostic method, are also disclosed. 

(57) AbregS 

La pr6sente invention concerne un vaccin destine' au traitement et/ou a la pr6vention de maladies d'origine infectieuse, I'agent 
infectieux ayant au moins une phase intracellulaire chez Thdte lors de son cycle de multiplication, caract6ris6 en ce qu*il comporte au moins 
un Epitope cryptique d'un 616ment cellulaire emport6 par un agent infectieux intracellulaire lore de son passage a l'exteneur de la cellule et 
qui est devoile* par 1* agent infectieux. Elle conceme 6galement une composition destinee au traitement ou a la prevention des infections a 
HIV, des anticorps diriges contre un peptide d'intdret et un proc6d6 de diagnostic. 
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VACCIN CONTRE DES AGENTS INFECTIEUX AYANT UNE PHASE 
INTRACELLULAR COMPOSITION POUR LE TRAITEMENT ET LA PREVENTION 
DES INFECTIONS A HIV, ANTICORPS ET PROCfiDE DE DIAGNOSTIC. 

La presente invention concerne de nouveaux types de 
5 vaccins et notamnient des compositions destinies au traitement, a la 
prevention et au diagnostic des affections a HIV. 

Plus specifiquement, la presente invention concerne des 
peptides capables de produire une reponse immunitaire susceptible de 
directement ou indirectement neutraliser les virus HIV chez les 
10 mammiferes et notamment chez l'homme. 

On a deja decrit, notamment dans le brevet EP-B- 0470989 
ainsi que dans differentes publications, Pimportance des anticorps 
monoclonaux dirig^s contre la 02 microglobuline (02m) dans Pinhibition 
de la replication de HIV-1. 
15 En particulier, ii a pu etre mis en evidence que ces anticorps 

agissaient sur deux mecanismes, a savoir, directement sur le virus et sur 
les cellules associees a la 0 2 m. 

La presente invention constitue des developpements de ces 
elements preliminaires et repose sur la mise en evidence de sequences 
20 peptidiques provenant de 02m ou ayant une structure equivalente 

partiellement les virus HIV. 

Compte tenu de la complexite des mecanismes mis en oeuvre 
on entendra par "neutralisation du virus HIV" tout mecanisme ayant pour 

25 effet in vivo de detruire et/ou d'empecher la propagation des virus. 

In vitro, ces anticorps neutralisants peuvent etre utilises 
pour neutraliser tout fluide corporel destine a etre reinocule ou 
reintroduit chez l'homme, comme le sperme d'un homme HIV seropositif 
pour Tinsemination d'une femme seronegative. 

30 Mais, plus generalement, la presente invention repose sur 

une nouvelle approche vaccinale utilisable, en particulier, pour les agents 
infectieux type parasite ou virus a fort pouvoir de mutation. En effet, dans 
le cadre de la vaccination traditionnelle on cherche a generer des 
anticorps neutralisants diriges contre des elements de Pagent infectieux, 

35 mais lorsque celui-ci presente un fort pouvoir de mutation, tel que le HIV 
par exemple, cette strategic ne donne, au mieux, que des resultats limites 
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pour un isolat particulier qui sera remplac6 tres vite par un isolat mutant 
et resistant. 

La nouvelle approche vaccinante repose sur un concept 
different et est applicable a un certain nombre d'agents infectieux qui 
5 pr£sentent une phase intracellular lors de leur cycle. 

En effet, on sait pour certains agents, ou on peut mettre en 
evidence, notamment dans le cas de HIV, ce qui constitue une partie de la 
presente invention, que, lors de la multiplication des agents infectieux a 
partir des cellules infectees de l'hote, les agents infectieux extracellulaires 
10 emportent des elements de determinants de la cellule h6te. 

L'un des objets de la presente invention consiste a prendre 
comme cible, non pas l'agent infectieux lui-meme, mais les elements du 
determinant qu'il emporte avec lui et de prevoir une vaccination dirigee 
contre ces determinants cellulaires qui resteront constants, meme si 
15 l'agent lui-meme a mute. 

Ce type d'approche presente bien entendu une limite 
immediate, Tantigene etant lie aux cellules hotes, il n'est possible de 
realiser une telle vaccination qu'avec un epitope cryptique du 
determinant cellulaire qui ne sera devoile que lorsqu'il sera emporte par 
20 Pagent infectieux extracellulaire, ou un epitope non-immunogene dans sa 
presentation "naturelie" par la^ 
surface du virion. 

Dans le cas de HIV par exemple, on a pu mettre en evidence 
que la p2 microglobuline presentait plusieurs epitopes cryptiques, lesquels 
25 etaient devoiles lors de la multiplication du virus HIV et son passage a 
I'exterieur de la cellule. II n'y a done pas, en cas de vaccination, d'une part 
de reaction auto-immune, et, d'autre part, 1'epitope etant lie aux differents 
isolats de HIV qui ont ete testes, la vaccination est efficace, et ceci 
independamment des mutations du virus lui-meme. 
30 Ce type de vaccination peut etre retenu, notamment, pour les 

parasites intracellulars et les virus enveloppes tels que CMV, HPV, HSV et 
HIV par exemple. 

II faut bien comprendre que si ce type de vaccination n'est 
pas utilisable dans tous les cas, il peut constituer une alternative tres 
35 interessante pour les agents infectieux resistant aux approches plus 
traditionnelles. 



BNSDOCID: <WO 9702344 A2_l_> 



WO 97/02344 PCT/FR96/01006 



C'est pourquoi la presente invention concerne un vaccin 
contre un agent infectieux, caract6ris£ en ce qu'il comporte au moins un 
epitope cryptique d'un element cellulaire emporte par un agent infectieux 
intracellulaire lors de son passage a l'exterieur de la cellule et qui est 
5 devoile par Tagent infectieux. 

De preference, cet agent infectieux est un parasite ou un 
virus a enveloppe et l'epitope cryptique est situe au voisinage de la 
surface de la cellule. 

Par "epitope cryptique", on entend designer un epitope d'un 
10 determinant cellulaire de l'hote qui est cache ou mbdifie et est done 
reconnu comme etranger par le systeme immunitaire et ne produit done 
pas de reaction auto-immune avec destruction du determinant 
correspondant et peut etre utilise pour la vaccination. 

L'epitope cryptique doit evidemment etre devoile, e'est-a-dire 
15 etre accessible et reconnu par le systeme immunitaire lorsqu'il est 
emporte par Tagent infectieux (dans le cas ou il resterait cryptique, la 
vaccination ne serait pas possible). 

Dans le cas de la p2 microglobuline, on a pu mettre en 
evidence l'existence de ce type d'epitope qui d'ailleurs se decouvre 
20 egalement sous forme naturelle lors de 1'elimination de la p2 

microglobuline parvoieurinaire. - — — — 

La presente invention concerne done des compositions 
destinees au traitement ou a la prevention des infections a HIV, 
caracterisees en ce qu'elles comportent a titre de principe actif au moins 
25 un peptide correspondant aux sequences 1 a 22 ou une sequence 
equivalents Par "sequence equivalente", on entend designer une 
sequence qui leve la neutralisation du virus HIV par les anticorps 
monoclonaux B1G6 ou B262.2 in vitro. 

Ces peptides constituent des epitopes cryptiques de la p2 
30 microglobuline comme decrits precedemment. 

Les peptides selon la presente invention sont les suivants : 
01 -PI IQRTPKIQVYSRHPA 

(lle-Gln-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val-Tyr-Ser-Arg-His-Pro-Ala) 
02 - P4 FHPSDIEVDLLKDGE 

35 (Phe-His-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu-Val-Asp-Leu-Leu-Lys-Asp-Gly-Glu) 
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03 - P9 ACRVNHVTLSQPKIV 

(Ala-Cys-Arg-Val-Asn-His-Val-Thr-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-Val) 

On pent egalement utiliser une partie plus petite (7 amino- 
acides) de ces 15 amino-acides qui leve la neutralisation du virus par les 
anticorps monoclonaux B1G6 ou B2G2.2 : 

04- R-7-V RTPKIQV (Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val) 

05- S-7-K SQPKIVK (Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-Val-Lys) 

06- F-7-E FHPSDIE (Phe-His-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu) 
Une structure commune PKI (3 amino acides) semble etre le 

motif responsable ;. d'ou les modifications d'amino-acides suivantes • 

07 - TLSRTPKiaV (Thr-Leu-Ser-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val) n' 185 

08 - IYLTQPKIKV (He-Tyr-Leu-Thr-Gln-Pro-Lys-Ile-Lys-Val) n« 186 

09- IQRTPKIQ.VY (Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val-Tyr) n" 187 

10- TLSQPKIVKN (Thr-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-IIe-Val-Lys-Asn) n= 188 

11- IQRTPQ1VKW (He-Gln-Arg-Thr-Pro-Gln-Ile-Val-Lys-Trp) n ' 189 

12- IQRTPNIVKW (He-Gln-Arg-Thr-Pro-Asn-Ile-Val-Lys-Trp) n« 190 

On peut egalement introduce une cysteine et un site de 
glycosylation : 

13 - CYNPSDIE (Cys-Tyr-Asn-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu) 
20 14-YCNPEST (Tyr-Cys-Asn-Pro-Glu-Ser-Thr) 

1-5 - NFLNGYVS (Asn=Phe-Leu-Asn-Cys-Tyr-Val-Ser) 

16- LNCYVSPSD (Leu-Asn-Cys-Tyr-Val-Ser-Pro-Ser-Asp) 

Enfin, on peut utiiiser les peptides utilisant les differentes 

variations en fonction des especes (souris, primates, lapins, cobayes) ■ 
25 17-KTPQJQV (Lys-Thr-Pro-Gln-Ile-Gln-Val) 

18 - FHPPQJE (Phe-His-Pro-Pro-Gln-Ile-Glu) 

19 - FHPPHIE (Phe-His-Pro-Pro-His-Ile-Glu) 

20 - AEPKTVY (Ala-Glu-Pro-Lys-Thr-Val-Tyr) 

21 -SQPKTVY (Ser-Gln-Pro-Lys-Thr-Val-Tyr) 

30 22 - ILSRTPKIQV (He-Leu-Ser-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val) 

Ces peptides de SEQ. ID H 22 ne contiennent que le choix 
preferentiel, il est possible comme cela a ete indique precedemment de 
trouver des peptides equivalents. 

L ' exemple 5 decril un precede permettant de mettre en 
3d evidence les peptides equivalents. 
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Ces peptides sont, de preference, lies a un systeme porteur ; il 
peut s'agir soit d'un ou plusieurs fragments de proline li£s a l'extremite N 
et/ou C terminale desdits peptides afin de permettre notamment une 
reponse immunitaire, on parlera alors de "prolines conjuguees". Parmi 
5 les prolines utilisables il faut citer surtout les albiimines, la KLH 
("Keyhole Limpet Hemocyanin") la MAP ("Multiple Antigenic Peptide") ou 
d'autres prolines connues pour leur pouvoir immunogene. II est possible 
6galement de prevoir des proteines ou des fragments de proteine lies par 
des liaisons non peptidiques telles que pont disulfure ou liaisons par ion 
10 calcium. 

Lors de Tetude des differents peptides selon Pinvention, il est 
apparu, bien qu'il ne s'agisse Ik que d'une theorie qui ne saurait en 
aucune fagon limiter la presente invention, que la structure PKI joue un 
role essentiel. En effet, la proline est un amino-acide qui impose une 
15 conformation et qui limite la possibility d'une configuration peptidique 
quaternaire. Dans ces conditions KI (Lys, lie) est fixe dans une position qui 
est exposee a reagir avec un anticorps. 

Dans ces conditions, lors de la construction des proteines 
support, il conviendra de prevoir de preference une structure qui laisse 
20 accessible la structure PKI. 

— . _T_» ana jy 3e „£ e „.j a „ structure- des -regions~selectionnees~pGur PI , 

P9 et P10 peut etre effectuee par des methodes telles que la selection 

utilisant Palanine pour remplacer chaque amino-acide separement, 

notamment dans la region RTPKIQV, afin de mettre en evidence les acides 
25 amines eventuels. On peut egalement utiliser les techniques mettant en 

oeuvre la biotinilation de chaque peptide puis la selction par EIA avec les 

anticorps pour mettre en evidence la perte de fixation. 

II est ainsi possible de prevoir de conjuguer les epitopes en 

cause avec des composants non proteiques, par exemple des 
30 polysaccharides et/ou des lipides, pour constituer des lipoproteines 

presentant des activites vaccinantes ameliorees ; la encore, il est possible 

de prevoir des liaisons covalentes ou non. 

Ces differents types de composes peuvent etre obtenus, soit 

par synthese chimique, soit par des voies recombinantes mettant en 
35 oeuvre des techniques connues dans le domaine de la production des 

prolines recombinantes. 
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La souplesse des technologies recombinantes permet de 
realiser des proteines comportant une pluralite d'epitopes identiques ou 
differents et susceptibles d'ameliorer l'activite du produit final. II est 
egalement possible de prevoir la co-expression de differents elements 
entrant dans les compositions selon 1'invention. 

Selon l'un des aspects de 1'invention, le peptide pourra etre 
introduit dans une proteine de structure connue du HIV ; en particulier 
des constructions dans Iesquelles le peptide d'interet est insere dans la 
region hypervariable de la boucle V3 de la g P 120 peuvent etre utiiisees. 

La region V3 de la g P 120 est le principal domaine de 
neutralisation de HIV-1 et l'un des determinants majeurs du tropisme 
viral. En consequence, ce type de mutant peut etre utile pour etudier la 
neutralisation de HIV-1 liee au R7V et les modifications de son spectre 
d'hote. La haute variability de la region V3 de la gp!20 parmi les isolats de 
HIV-1 est une autre raison de la preference pour cette region. II a ete 
suppose que le remplacement de la sequence de sept amino-acides dans la 
region V3 avail de plus fortes chances de conduire a un recombinant 
viable qu'une mutation dans une autre region plus conservatrice du 
genome de HIV-1. La proteine recombinante g P 120/R7V peut etre 
exprimee en parallele dans un systeme convenable depression d'une 
proteine -pour -obtem 

L'utilisation de proteines porteuses n'est pas indispensable, il 
est possible de prevuir eventuellement d'autres systemes porteurs. Par 
"systeme porteur", on entend designer tout element qui permet de 
25 conduire a un ensemble generant une reponse immunitaire centre le 
peptide en cause, ou bien qui permet de proteger le peptide d'une 
elimination, notamment d'une proteolyse rapide. 

Les compositions selon 1'invention peuvent comporter 
egalement des composants augmentant l'immunogenicite des peptides 
et/ou proteines, notamment des adjuvants d'immunite specifiques ou non 
tels que l'adjuvant de Freund, des polysaccharides ou des composes 
equivalents. 

II s'agit la de procedes qui sont connus dans le domaine de la 

vaccination. 



20 



30 



35 



Les compositions selon 1'invention peuvent etre utiiisees sous 
une forme quelconque compatible avec la voie d 'administration choisie, 



en 
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particulier la voie injectable. Toutefois les compositions selon la presente 
invention pourront £tre utilisees par d'autres voies, notamment per os ou 
par voie aerosol, pour induire une protection des muqueuses. 

La presente invention concerne egalement des compositions 
5 destinees k etre administrees afin d'exprimer in situ les' peptides et/ou 
proteines decrites precedemment. 

En particulier, la presente invention concerne des cassettes 
d'expression d'ADN permettant d'exprimer au moins un epitope cryptique 
tel que defini precedemment, et en particulier le peptide ayant la 
10 sequence 1 a 22 et/ou les proteines presentant ces peptides ou des 
proteines susceptibles de se coupler avec le peptide en cause tel que defini 
precedemment ou ayant des sequences 6quivalentes. 

Par "sequence equivalente", on entend designer une 
sequence codant pour un peptide equivalent tel que cela a ete decrit 
15 precedemment. 

Ces cassettes d'expression d'ADN peuvent, bien entend u, etre 
utilisees soit directement pour une expression in situ, soit etre utilisees 
pour produire un peptide ou une proteine utilisable comme cela a ete 
decrit precedemment. 
20 Les systemes de vaccination mettant en oeuvre des sequences 
_diADN.sont.connus„et_sont deja-largement-decrits.-dansJa.Jittenature„ 

II s'agit essentiellement de systemes permettant Pexpression 
de la proteine antigenique chez Phomme, ou bien Pexpression de la 
proteine antigenique dans une cellule, laquelle est ensuite utilisee pour la 
25 vaccination ; lorsque la cellule transformee est une cellule de Phote 
traitee a Pexterieur on partle de traitement ex vivo. 

Les systemes d'expression peuvent etre tres varies, il pourra 
s'agir notamment de systemes de type "ADN nu " tels qu'ils sont decrits 
notamment dans les brevets et demandes de brevet de la societe VICAL, 
30 WO 90/11092. Dans ce cas, TADN codant pour le peptide ou la proteine 
comportant le peptide est injecte tel quel, cette injection conduit dans un 
certain nombre de cas a Pexpression de la proteine cod£e. 

Les informations contenues dans ces documents sont incluses 
explicitement dans la presente description par reference. 



BNSDOCID: <WO 9702344 A2_l_> 



WO 97/02344 



PCT/FR96/01006 



On pourra utiliser egalement des systemes d' "ADN nu w mais 
comportant leur propre systeme d'expression noramment afin d'ameliorer 
Texpression. 

On pourra Egalement utiliser des systemes favorisant 
5 l'expression, soit par integration, soit par replication autonome, 
notamment des systemes de type plasmidique ou viral. 

Parmi les systemes d'expression de sequence peptidique que 
Ton peut mentionner, il faut citer les systemes utilisant des poxvirus, des 
adenovirus, des retrovirus et des virus de type herpes ou d'autres systemes 
10 plus recents tels que les poliovirus. 

Parmi les vecteurs, on utilisera de preference les vecteurs 
generant une r£ponse humorale et pour les muqueuses. 

D'autres virus peuvent etre utilises afin d'obtenir des vaccins 
en particulier : 

15 - les adenovirus comme cela est decrit dans N.R. Rabinovich et al. 
Science, 1994, 265 . 1401-1404 et references citees ; 
les rotavirus comme cela est decrit par Sue E Crowford, dans Journal 
of Virology, Sept. 1994, p. 5945-5952 ; 

les poxvirus, notamment la vaccine virus, egalement les poxvirus 
20 animaux comme le canari pox tel que cela est decrit dans les travaux 

de Paoletti et de Moss ; — 

influenza virus tel que decrit dans N.R. Rabinovich et aJ. (1994). 

La technologie permettant d'utiliser les poliovirus a titre de 
vecteur de vaccination pour differents antigenes est decrite notamment 
25 dans Raul Andino et al, Science, 265, 1448-51. 

Ce type de construction utilisable dans le cadre de la presente 
invention permet d'obtenir des vaccins utilisables par voie orale ; pour ce 
faire on clone la sequence codant pour le ou les peptides eventuellement 
les proteines porteuses dans un poliovirus, par exemple le virus Sabin 
30 attenue, il est possible egalement d'utiliser un cocktail de virus codant 
pour differents epitopes. 

L'utilisation de plasmides ou de virus pour Texpression de 
proteines dans les cellules d'un hote, notamment humain, est connue et ne 
sera pas explicitee en detail. Les constructions specifiques dependent 
35 evidemment de Thote, de Tepitope et du vecteur retenu. 
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On peut egalement utiliser des vaccins cellulaires, c'est-a- 
dire, par exemple comme cela est propose dans le cadre de la therapie 
g£nique, de pr61ever des cellules du patient, les transformer avec des 
vecteurs tels que decrits precedemment puis les reimplanter afin 
5 d'exprimer les proteines in situ. 

Toutefois, dans le cas d'une vaccination, ce proc6de est peu 
commode. On preferera utiliser des cellules qui peuvent etre obtenues en 
grand nombre, cellules bacteriennes ou de levure par exemple, qui 
expriment la proteine en cause, par exemple en surface, ce qui dans 
10 certains cas augmente le pouvoir immunogene de la proteine. 

II est possible, par exemple, d 'utiliser les vaccins comportant 
comme syst£me d'expression Salmonella comme cela est decrit dans T.R. 
Fouts et al., Vaccine (1995) JL2. in press ; Tacket CO. et al., Infect. Immun. 
(1992) 60, 536-541 et Hone et al., J. Chim. Invest. (1992) 20, 412-420 (pour 
15 son evaluation che2 Thomme comme support vaccinal). 

Ce type de vaccin implique Tutilisation de cellules 
notamment bacteriennes produisant les peptides selon l'invention ou 
certaines souches d'autres vecteurs de vaccination et decrit dans Chad P 
Muller, Immunology Today, vol. 15 n° 20. 1994, p. 458-459. 
20 Les cellules produisant les peptides ou proteines selon 

1-invention-peu-vent .-etre--utilisees™telles.-quelles^en-particulter-.lorsqueJes 

proteines sont exprimees a la surface des cellules et lorsque les cellules 
sont non toxiques et non pathogenes (souche attenuee ou tuee), mais peut 
egalement etre utilise pour produire les peptides et/ou proteines qui 
25 seront utilises apres purification. 

Ainsi, il peut etre interessant d'obtenir des cellules 
bacteriennes mais egalement des levures ou des cellules superieures, 
cellules animale, vegetale ou d'insecte notamment. 

Dans le cas de la presente invention, on peut prevoir 
30 Tutilisation de vaccins d'origine vegetale en utilisant les technologies 
decrites notamment dans C.J. Arntzel et al. dans Vaccine 94. 

Les technologies permettant Texpression des peptides ou 
proteines par des systemes cellulaires sont connues de meme que les 
techniques de purification. 

35 
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Comme cela a deja ete mention*, il est possible d'utiliser les 
compositions selon Invention avec des adjuvants ameliorant 1'activite des 

ZTvTL d ' A T' n ° X ~ l C ° mP0SamS COnSlituant de * —plexes 
avec 1ADN, tels que les lipides cationiques, ou des structures de type 
liposome ou micropartieule. 

^invention cbncerne egalement des compositions contenam 
des anfcorps centre ies peptides se.on Invention ou des compositions 
con enant des sequences codant pour des anticorps diriges contre les 
peptides selon l'invention. 

Bien entendu 1'utilisation de compositions a base d'anticorps 
necessue que ceux-ci soient compatibles avec 1 'administration a 1'etre 
J." 1 '' PCUt no ° aun «» d'anticorps humanises par des 

techn iq ues connues ou directement exprimes in situ a partir de la 
sequence d'ADN. p ae Ja 

La presente invention concerne egalement 1'utilisation des 
anticorps dresses contre les peptides de 1'invention et susceptibles de 
neutrahser le virus HIV, en particulier ,a presente invention concerne 
des antiserums comportant ce type d'anticorps ou les anticorps obtenus 
par exemple par immunopurification, a partir desdits serums. 

La presente invention concerne egalement un procede de 

1 "vent!on PreSenCe ^ ^ ^ *** Sel °" 

Ce procede peut etre mis en oeuvre par route methode connue 
d .denudation des anticorps, notamment les methodes ELISA et R1A et 
toutes les methodes qui en derivent. 

des a.ticoroJ 0 '"" " S mS,h0deS reP ° Sem de P ™™" sur la Nation 
des ant.corps en cause sur ies peptides a„, ig .„ iques d<Scrits pr<k „ demment 

2 iderabT T " t,e fiXa "° n - ^ d "~ ^« 

ca d „rou en eXemP ' eS m ° n,rent S6r ° POSi " fS 0™ * 

grand no H r Semem S amiC ° rPS Se '°" l ' inVem ' 0n S °"< *™ <* 
grand nombre de cas non progresseurs, c'est-a-dire qu'ils „e developpent 

pas de S.DA. Dans ce cas ie pronostic es, tres favorabie e, on peu, eviterl 

trattements lourds. Ceci es, particuiieremen, vrai dans le cas d'une 

c™ , * Pr<S T ^ " S an " COrPS ° h " 13 mto < HIV *> — N«h 
conduire a une non infection du nouveau-ne. 
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La production des compositions selon la presente invention 
peut etre realisee par des techniques qui sont connues, synthese de 
proteine par voie chimique, synthese d'ADN par synthese chimique ou 
multiplication par amplification type PCR. Pour les proteines, celles-ci 
5 peuvent etre egalement obtenues par voie recombinante mettant en 
oeuvre des syntheses appropriees. 

Les exemples ci-apres permettront de mettre en Evidence 
d'autres caracteristiques et avantages de la presente invention. 
Dans les figures annexees, 
10 - les figures 1A et IB representent les ELISA montrant la reactivite du 
serum de lapin immunise avec R7V-KLH pour differents antigenes, 
la figure 2 represente TELISA montrant la reactivite de l'antiserum de 
lapin immunise avec notamment la p2m, 

les figures 3A a 3D represente TELISA entre differents anti-serums et 
15 des peptides selectionnes, 

la figure 4 represente l'ELISA de R7V avec differents anticorps anti- 
P2m, 

la figure 5 represente TEUSA de R7V-BSA et p2m avec des anticorps 
anti-p2m et des serums de lapin, 
20 - les figures 6 a 13 representent des diagramrnes montrant Teffet des 

serums -de-differents~^ 

du virus HIV sur MT4 et PBL 
EXEMPLE 1 

Cet exemple permet de mettre en evidence la reponse immunitaire 
25 de lapins contre des peptides selectionnes couples a une proteine porteuse. 

L'antigene peptidique 7AA est couple a la KLH (Keyhole 
Limpet Hemocyanin) et injecte aux lapins en presence d'adjuvant complet 
de Freund. 

Les animaux sont immunises en presence d'adjuvant complet 
30 de Freund a JO, J14, J28, J42 et des saignees d'essai sont effectuees avant 
Timmunisation aux jours 35, 49, 56 et 70. 

Les peptides utilises sont : RV7-KLH, S7K-KLH et F7E-KLH 
Le peptide R7V (RTPKIQV) a ete allonge de 2 amino-acides 
pour permettre le couplage. La structure utilisee comme immunogene est 
35 la RTPKIQVGY. 
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Les anticorps des lapins immunises 618 ont ete mesures par 
EUSA, ou le peptide couple a differentes prolines porteuses a 6te utilise 
au fond du puits (soit couple k la KLH, k la BSA (Serum Albumine Bovine) 
ou MAP (Multiple Antigenic Peptide)). 
5 Les diagrammes representent les resultats obtenus a 2 

dilutions dlOO et dlOOO, soit une dilution des serums a 1/100 et 1/1000, ou a 
temps differents. 

La m6thode EUSA est appliquee de la fagon suivante : 
M6thode ELISA 

10 1) Fixation de 1'antigene sur plaque 96 puits (Immulon IV-Dynatech) 
. Diluer l'antig£ne dans du tampon carbonate pH 9,6 

(Ag) finale = 1 ng/ml 
. Distribuer 100 nl/puits, soit 100 ng/puits 

. Incuber 2 h a 37 *C ou une nuit a 4*C (en atmosphere humide). 
15 2) Lavages 

. 5 lavages avec une solution de PBS/Tween 20 a 0,05 %. 
3) Saturation des puits 

. Distribuer 300 nl/puits d'une solution de PBS/serum de chevel (ou 
boeuf) a 10 % 

20 . Incuber 1 h a 37'C (en atmosphere humide). 
A) Lavages- (identiques au point-2) — 

5) Incubation avec antiserums specifiques 

. Diluer le serum (1/50, 1/100, 1/1000) avec du PBS-10 % serum de 
chevel 

25 . Distribuer 100 nl/puits et incuber 1 h a 37'C (en atmosphere 

humide), 

6) Lavages (identiques au point 2) 

7) Incubation avec Tanticorps second (Ig de moutons anti-lg humaines 
couplees a la peroxidase) 

30 . Diluer Tanticorps second au 2/1000 dans du PBS/serum de chevel 

10% 

. Distribuer 100 nl/puits et incuber 1 h a 37'C (en atmosphere 
humide). 

8) Lavages (identiques au point 2) 
35 9) Revelation par l'OPD 

. Dissoudre 10 mg OPD dans 25 ml de tampon phosphocitrate (0,1 M, 
pH5,5) 
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. Ajouter au dernier moment 10 \i\ H2O2 

. Distribuer 100 nl/puits et incuber 30 min k Tobscurit6 a 

temperature ambiante (peut etre lu k 405 nm) 
■ Arreter la reaction avec 50 nl H 2 S0 4 12,5 %. 

5 10) Lecture a 492 nm. 

Les figures 1A et IB montrent des r^sultats obtenus avec le 
lapin 618 immunise avec R7V-KLH. 

Une reactivite anti R7V apparait clairement en differentiel 
entre R7V-BSA et BSA par rapport a R7V-KLH et KLH oil la reactivite anti 
10 R7V est masquee par la reponse anti KLH du serum. 11 est a noter que la 
reactivite anti R7V est plus forte a J68 qu'a J 132. 

La specificite de la reaction est plus grande si Ton utilise la 

proteine BSA. 

La figure 2 montre encore une bonne reconnaissance de la 
15 proteine d'origine, la p2m. 

Les anti-sera de lapins immunises dernontrent une reactivite 
importante avec R7V-BSA ainsi qu'avec les peptides d'origine denommes 
PI, P4 et P9 et qui ont ete utilises pour selectionner R7V, meme si la 
reactivite avec PI est plus faible (figure 3 A - 3D). 
20 La figure 4 demontre que la reconnaissance de R7V par B1G6 

~ eT B2G2. 2 ^rforiction de~ia~ dose erque ia~reconnaissance-de-e21-48-est 
moins bonne, c'est pcurquoi on utilisera, de preference, pour selectionner 
des peptides equivalents les AcM B1G6 et B2G2.2. 

Ces resultats dernontrent que Tepitope R7V couple a la BSA est 
25 capable de generer une bonne reponse immunitaire. 
EXEMPLE 2 

Introduction de R7V dans la boucle V3 de la gp!20 de HIV-1 LAV 
Construction de provirus recombinant 

L'objectif de cet exemple est d'introduire la sequence R7V 
30 dans la troisieme region variable V3 de la gpl20 de HIV-1 LAV. 
Methodes 

Des virus recombinants chimeriques ont ete construits par 
mutagenese dirigee par PCR. Deux constructions basees sur la sequence 
R7V et HIV-1 LAV ont ete obtenues, dans lesquelles sept amino-acides de la 
35 region V3 de la gpl20 ont ete remplaces par la sequence R7V. Les positions 
des sequences mutees sont montrees dans le tableau suivant : 
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HIV-1 1AV (V3) NNNTRKSIRIQRGPGRAFVT 

R7V RTPKIQV (1) RPL 

R7V RTPKIQV (2) PLG 

5 ; 

Le fragment EcoRI 5 278-XhoI 84 oi de HrV-1 IAV clon6 dans le 
vecteur Bluescript a 6te utilise comme matrice pour les constructions 
ulterieures. Dans la premiere 6tape, les fragments d'ADN flanques des 
amorces contenant le site de restriction BgHI a une extremite et la 

10 sequence nucleotidique codant pour R7V a l'autre extremite ont ete 
synthetises pour les constructions RPL et PLG par amplification PCR. Les 
oligonucleotides de mutagenese utilises consistaient en une amorce (+) 
ACACCAAAGATACAAGTTGTTACAAATAGGAAAA et une amorce (-) 
TTGTATCTTTGGTGTTCTCTGGATCCGGATACTTT pour la construction RPL et 

15 d'une amorce (+) CGTACACCAAAAATCCAGGTCCAGAGAGGACCA et d'une 
amorce (-) GATTTTTGGTGTACGCGTATTGTTGTTGGGTCT pour la construction 
PLG. Dans la seconde etape, deux produits de PCR pour chaque construction 
ont ete melanges et amplifies en utilisant les amorces contenant les sites 
de restriction BgHI. Les fragments RPL et PLG ont ete clives par 1 'enzyme 

20 Bg^I et inseres dans le vecteur Bluescript contenant le fragment EC0RI5278- 
Xhols40i de HIV-1 LAV, clive par BgHI. Outre la sequence R7V, les amorces 
d'amplification contenaient des modifications dans la sequence 
nucleotidique conduisant a Tapparition de nouveaux sites de restriction 
BamHI et Mlul dans les constructions RPL et PLG, respectivement, sans 

25 modifications supplementaires dans la sequence en amino-acides. Les 
nouveaux sites de restriction ont ete utilises pour cribler les sequences 
mutees. Finalement, les fragments EcoRI 5 278~XhoI 8 4oi de HIV-1 LAV 
contenant les constructions RPL et PLG ont ete inserts dans le plasmide 
pNL4-3 par recombinaison homologue en utilisant les sites de restriction 

30 EcoRI et XhoL Les constructions ont ete verifiees par analyse par enzyme 
de restriction. 

Transfection de cellules eucarvotes 

L'ADN plasmidique de 200 ml de E. coli TGI a ete extrait et 
purifie par le kit de midipreparation Qjagen. Les cultures semiconfluentes 
35 de cellules COS («4x 10 6 ) ont ete transfectees avec 7 ng de plasmide par la 
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technique de coprecipitation au calcium. Le jour suivant, les monocouches 
de cellules ont 6te traitees par le glycerol et mises en coculture avec une 
lignee cellulaire CEM ou avec des lymphocytes sanguins primaires actives 
par la PHA (PBL, 10 6 cellules/ml) provenant d'un donneur sain. Les 

5 cellules CEM ou PBL ont ete separ^es des COS en monocotiches deux jours 
apr6s et cultivees separement. 
Production de virus 

1 ml de surnageant cellulaire libre obtenu a partir des 
cellules COS ou PBL a ete ultracentrifuge et le virus s^dimente k ete 

10 controle par la reaction standard de la reverse transcriptase. Dans 
certaines experiences, 100 nl de surnageant cellulaire a ete teste pour la 
production de la proteine p24gag. 

Transfection des cellules COS et coculture avec les CEM 



J. post-transf. 


Activite Reverse 


Transcriptase 


(cpm/ml) 




RPL 1 


PLG 2 


NL4-3 


5 


7282 


7730 


45838 


9 


3282 


5302 


326618 


- - ^ 13 


.. 38? . 


630 . 




16 


200 


300 


ND 



25 4 10^ cellules COS ont ete transferees par 7 \xg de plasmide 

par la technique de coprecipitation au calcium. Les cellules CEM ont ete 
alors ajoutees a raison de 4 10 5 cellules/ml dans un volume final de 5 ml. 
Apres deux jours de coculture les CEM en suspension ont ete separees des 
COS en monocouche. L'activite de la reverse transcriptase dans les 

30 surnageants de culture des CEM est donnee en cpm/ml. 
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infectlQH-des-PBl 



10 



15 



J. 


post-inf. 




Activity Reverse Transcriptase (cpm/ml) 






RPL 1 


PLC 2 


NL4-3 




4 


734 


782 


20008 




7 


202 


216 






10 


262 


282 






14 


454 


262 






17 


204 


138 




RPL 1 + PBL PLC 2 + PBL 


1 




350 


336 




276 636 


24 




230 


282 


296 284 


27 




588 


510 


620 980 



2,5 106 PBL ont ete infectees par les surnageants acellulaires 
20 du 19 decembre 1994 obtenus apres transfection (tableau 1) a raison dc 5000 
cpm / 106 PBL Au jour 17 post-infection, 2 10* PBL nouvellcment isolees ont 

-ete-ajoutees-a-2--l-06-PBL-in-fe^eey-(RP 

reverse transcriptase dans lcs surnageants de culture est donnee en 
cpm/ml. 

25 
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Transfection des cellules COS et coculture avec des PBL 



J. post-transf. Activite Reverse Transcriptase (cpm/ml) 

PLG 2-25 PLG 2-30 PLG 2-95 NL 4-3 



10 



3 


2500 


8400 


3500 


2150 


7 


446 


398 


582 


53000 


10 


174 


336 


306 


74000 


14 


730 


834 


482 


45778 



J. post-transf. Activite R.T. (cpm/ml) 

RPL 1 PLG 2 

15 ■ ; 

3 20338 22000 

7 682 418 

11 552 466 



20 

— 4_10§_cel Jules. COS^ont-etearansfectees_parJ7--iig-d€_pJasmide par- 
la technique de coprecipitation au calcium. Les cellules PBL stimulees a la 
PHA ont ete alors ajoutees a raison de 10 6 cellules/ml dans un volume final 
de 5 ml. Apres deux jours de coculture les PBL en suspension ont ete 

25 separees des COS en monocouche. L'activite de la reverse transcriptase 
dans les surnageants de culture des PBL est donnee en cpm/ml. 
EXEMPLE 3 

Get exemple a pour but d'utiliser les peptides selectionnes 
pour detecter dans le serum des patients des anticorps potentiellement 
30 inhibiteurs de HIV (anticorps anti p2 microglobuline) et en particulier de 
mettre en evidence la presence d'anticorps protecteurs dans le serum des 
patients non progresseurs. Par "patients non progresseurs" ou "NP", on 
designe des patients seropositifs depuis plus de 10 ans et n'ayant pas 
developpe de SIDA, en particulier dont le taux de cellules T4 est normal. 

35 
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Materiel et Methode 

1/ Les peptides utilises ont ete synthetises et couples a la BSA 
par Neosystem (France). 

2/ Les scrums des patients sont stockes k -20° ou -80° C avant 
5 leur utilisation en Elisa. 

3/ Les anticorps seconds anti-Ig humaines ou de lapin ont 6te 
obtenus de Amersham (France). L'OPD provient de Sigma (France). 
ELISA avec les serums de patients s6ropositifs 

1/ Presence d'anticorps anti R7V dans le serum des patients 
10 (titre 1/100 et 1/1000). 

2/ Parmi les 46 serums testes de personnes non progresseurs 
(pas de replication virale en culture), 16 scrums sont positifs pour R7V 
(37%), 27 restent n^gatifs au 1/100 (63%) et 3 serums sont indeterminables 
(Tableau 1). 

15 3/ Parmi les 46 patients non progresseurs, 34 ont ete testes 

pour la detection d'anticorps anti peptide : R7V, PI, P4, P9. 14 serums sont 
positifs pour au moins un peptide (51.8%) et 13 restent negatifs au 1/100. 
Quatre serums n'ont pas pu etre classes positif ou negatif (Tableau 2). 
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Tableau 1 : ELISA R7V avec des sera NP 





NOM 


NOMBRE 


R7V 




ARA GE 


950 


Negatif 




ARG CH 


150 


No n- deter mine 




AT jn PA 


1509 






BAT AL 


134 


Negatif 




BAR IE 


342 


Positif 




BER AL 


704 


Positif 




BER SE 


1337 


N6gatif 


10 


BES LA 


287 


Positif 




BEU PH 


5,33 


Ne<J3ti f 

l — W A Hi 




BOR EM 


194 


Negatif 




BOU NA 


5.36 


Positif 




BRE FR 


?0 ? 95-53? 


KJpoati f 


15 


CAB MI 

V>-1»U I'll 


573 






r All BF 


167/1113 

X\J f / X X X \J 


KJp C7QT i f 




CHI OL 


353A 






COUDA 


1531 


Neffatif 




DIB AN 


872 


Positif 


TO ! 


DUR JE 


937 


Pn^i ti f 

I UOl 111 




ftAR AT 








r,AC kia 

vJ/AO l v Lr\ 




in e gain 




r^T IT TP 




r OSlXll 




OTTT PT 




iNega hi 






X\J J/ J.J 1 


rositir 




HOT PH 


4 7^ 


IN Cgd III 




TRF TTI 

IDC J U 




Pr\ct Ti F 




TMR PT 


377 


WfiTi- rl Ptprm trip 
i^hjii-lic ici mine 




MAG HE 


143 


Neoatif i 


30 


MAN GU 


26.1.95-2.8 


Neeatif 




MAN RO 


89 


Positif 




MAN XA 


730 


fsJpoa ti f 




MART DO 


1412 


NJpoa ti f 

i iv.^at.11 




MAS SU 


115 






MEN TO 


6?2/138? 


Positif 

I WO 1 111 




MON NA 


1010 


Necatif 




NIC GE 


294 


Negatif 




OUM NA 


1386 


Negatif 




PAR FR 


23.1.95-1.7 


Negatif 


40 


MEN JO 


622/1382 


Positif 




POI U 


3.14 


Negatif 




PUJ MA 


23.1.95-1.2 


Negatif 


* 


QUI AL 


23.1.95-1.5 


Negatif 




RIO EM 


3.16 


Negatif 


45 


R1S HE 


2.10 


Negatif 




ROY CH 


5.35 


Non-determine Positif 




SAL YA 


13.3.95 


Negatif j 




SAN NA 


2.11 


Negatif 




SAU CH 


171/4.27 


Positif 


50 


TEMST 


1343 


Positif 




VIA IE 


701 


Non-determine 




ZUM AM 


333 


Positif 
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^t>ieau-2-^EHSA-dps -T)gPtftles ayec des s^ra NP 



5 



10 



15 



20 



35 



1 NOM 


NOMBRE 


P09ITTF/ 


PEPTIDES 


1 BEUPH 




NFGATTF 


R7V 


PI 


P4 


pq 




5.33 


Negatif 




BOUNA 
BRE FR 


5.36 
20.2.95-5.32 


Positif 

Pn^itif 

• VOl 111 


Pes. 
Nec. 


Pos. 
Pos. ' 


Pos. 


Neg. 


CIFFR 
ETC MA 
GEM SA 


6.38 
6.45 
6.40 


Negatif (?) 
(?) 
(?) 




GUI IE 
GUI PI 


60 

26.1.9S-2.9 


Positif 
Negatif 


Pos. 


Pos, 


Neg. 


Neg. 


HAN SO 


J.jX 


rOSltli 


Pos. 


Pos. 




Prut 


HOLCH 




Negatir 




I IBE III 
LED DO 


CO? 

4.23 


Positif 
Positif 


Pos. 


Pos. 


Neg. 


Neg. 


MAN GU 


26.1.95-2.8 


Negatif 


Neg. 


Pos. 


Neg. 


Neg. 


MEN JO 
MOR IE 


622/1 382/6.4 
5.37 


Positif 


Pos. 


Pos. 


Pos. 


Pos. 


PAR FR 
PAT MA 


23.1.95-1.7 
166 


Positif J 

Negatif 

Positif 


N£g. 


Neg. 


Pos. 


Neg. 


PICCH 


2.12 


(?) 




Neg. 


Pos. 


Neg. 


POI U 


3.14 


Negatif 




PUJ MA 


23.1.95-1.2 


Negatif 




RIO EM 
RIS HE 

1 ROYCH . 


Z j. 1.75-1.5 
3.16 
2.10 

s,35 ... - 


Negatif 

Negatif 1 
Negatif * 

Positif - 


~ Po s ; ( ? r 






Neg. 


1 SAL YA 
SAN NA 
SAP MA 
SAUCH 

SEN AN 


13/3.95 
2.11 
4.21 
171/4.27 

4.28 


Negatif 
Negatif 

(?) 
Positif 

Positif 


Pos. 
Pos.(?) 


Pos. 


Pos. 


TEMST 


5.34 


Positif (?) 


Ne R . 
Pos. 


KOS, 

(?) 


(?) 


Neg. 
(?) 


ZUM AM 


333 


Positif 


Pos. 


(?) 


(?) 


(?) 



(?) Non-determine 
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Les essais suivants ont permis de mettre en evidence chez les 
patients non progresseurs des anticorps neutralisant differents isolats de 
HIV, notamment BRU et NDK, les memes patients presentant des anticorps 
5 anti-R7V. Ceci permet de montrer une bonne correlation entre le 
caractere neutralisant et protecteur a rencontre de HIV des anticorps 
g£n£res par les traitements selon Tinvention. 
Materiel et m£thodes 
Culture des cellules MT4 

10 Les cellules MT4 sont des cellules immortalisees (CD4 +) tres 

sensibles a Peffet cytopathogene de HIV-1, derivees a Torigine d'une 
leucemie T chez Tadulte. Les cellules sont cultivees en presence de milieu 
RPMI supplements avec 10 % de serum de veau foetal, 1 % de glutamine et 
1 % d'antibiotique. 

15 Culture des PBL 

Les lymphocytes sont stimules pendant 3 jours avec de la 
phyto-hemagglutinine P (PHA P) dans du milieu RPMI complet 
comprenant 10 % de serum de veau foetal, 1 % de glutamine, 1 % 
d'antibiotique, 2 ng/ml de polybren, 20 Ul/ml d'Interleukine 2 (IL-2). Les 

20 cellules sont ensuite lavees et cultivees a raison de 10 6 cellules/ml dans du 
milieu RPMI complet. 

— Tes ts — d e — neutral is ation- — 

Les serums sont decomplementes et filtres avant leur 
utilisation dans les tests. 

25 Neutralisation sur MT4 

Les serums sont dilues en plaques 24 puits (Costar) dans un 
volume total de 0,8 ml les virus HIV-1 BRU (100 \i\ d'une dilution 10-1 de la 
solution stock) ou HIV-1 NDK (100 nl d'une dilution 10-3 de la solution 
stock) sont ajoutes et le melange est incube pendant 1 h 30 a 37 "C et 5 % 

30 C02. Les cellules sont ensuite distributes a raison de 200 nl/puits et 1, 5 106 
cellules/ml. Trois jours apres rinfection, les cultures sont diluees (1/3) 
avec du milieu RPMI 10 %. L'infection des cellules par les virus HIV-1 est 
suivie tous les jours sous microscope par Tobservation de la formation de 
syncitia (cellules geantes multinuclees). La neutralisation des virus par 

35 les differents serums est definie par l'absence (-) de syncitia ou tres peu 
de syncitia (+/-) en comparaison de la formation de syncitia induite par les 
HIV prototypes (+). 
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NetrtraK^rrion sur PBL 

Les serums (50 nl) sont melanges avec les virus H1V-1 BRU 
(50 yl d'une dilution 2 10-* de la solution stock) dans des plaques 96 puits et 
places pendant 1 h 30 £ 37 X et 5 % C02. Le melange est alors ajoute a 106 
5 PBL dans des plaques 24 puits (Costar) et la culture est maintenue pendant 
3 jours a 37 *C et 5 % C02. Les cellules sont ensuite lavees et cultivees a 
raison de 10& cellules/ml dans des flacons de culture de 25 cm*. La 
production de virus est suivie tous les 3 ou 4 jours par le dosage de 
Pactivite enzymatique de la "Reverse Transcriptase". 

10 Dosage de Pactivite ''Reverse Transcriptase* (RT) 

Un ml de surnageant de culture centrifuge (1500 rpm), TA, 
10 min) est concentre 100 fois par ultracentrifugation (95000 rpm, 4 - C, 
5 min) sur un rotor TL 100 (Beckman). Le culot obtenu est repris dans 10 *il 
de tampon NTE-0,1 % Triton X100. La reaction enzymatique est realisee dans 

15 50 \xl du melange reactionnel suivant : Tris 50 mM pH 7,8 ; MgCl 2 20 raM ; 
KC1 20 mM : Dithiothreitol 2 mM ; Oligo dT 12-18 0,25 OD/ml : poly rA 0,25 
OD/ml et 2,5 \iCi de 3HdTTP. Apres 1 h d'incubation a 37 * C, les produits de la 
reaction sont precipites avec de Pacide trichoracetique 20 %, filtres sur 
des membranes Millipore et la radioactivite p est mesuree. Les resultats 

20 sont exprimes en CMP/mL 

Rapport des experiences de neutralisation 

Des anticorps diriges contre le peptide R7V ont ete mis en 
evidence dans les serums de patients HIV + au moyen d'un ELISA 
specifique mis au point par la Demanderesse. On a cherche dans ces 

25 serums Pexistence d'une activite neutralisantes dirigee contre les deux 
souches de virus prototype HIV-1 BRU et NDK. Deux tests de neutralisation 
ont ete realises, Pun sur une lignee cellulaire MT4 (suivi de la formation 
de syncitia) et Pautre sur des lymphocytes du sang peripherique sains, 
PBL (suivi de Tactivit6 enzymatique "Reverse Transcriptase"). 

30 Resultats obtenus sur MT4 

Parmi les 13 patients testes, une activite serique 
neutralisante a et6 mise en evidence pour 6 d'entre eux (Tableaux 3 a 5) : 
Deux serums neutralisent HIV-1 NDK : 
ZUM AM (ELISA positif) 

35 COC PH (ELISA negatif) 
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- Deux scrums neutl^lisent~HIV-l~BRU^ " 
MEC EV (ELISA positif) 
OUA VE (EUSA n6gatif) 
Deux serums neutralisent HIV-1 BRU et HIV-1 NDK : 
5 SAU CH (ELISA positif) 

BUB JE (EUSA positif) 
Resultats obtenus sur PBL 

L'experience a ete r6alis6e avec les serums de MEC EV, SAU CH 
et BUB JE (1/50) ainsi qu'avec un serum de seronegatif. Aucune activite 
10 neutralisante n'a ete detectee pour le serum SAU CH ainsi que pour le 
serum seronegatif. En revanche, un£ activite neutralisante contre les deux 
virus prototypes HIV-1 BRU et NDK a ete mise en evidence pour les serums 
MEC EV et BUB JE (figures 6 a 13). 
EXEMPLE 5 

15 Methode permettant de mettre en evidence des peptides 
equivalents 

Effet de peptides selectionnes sur la neutralisation de HIV-1 NDK par 

ranticorps monoclonal anti-62 B1G6 

Protocole 

20 Les peptides a une concentration de 100 ng/ml ou 50 jig/ml 

(40 nl ou 20 nl de la solution mere a 5 mg/ml) sont preincubes avec 5 ng/ml 
--de-B4-G6-(-l-0-|il-d L ufl^ 
110 [il pendant 2 heures, dans des tubes au bain-marie a 37 *C, sous 
agitation douce. Puis HIV-1 NDK est ajoute (100 \il d'une dilution a 2.10~* 

25 d'une solution mere et les tubes sont incubes pendant 1 heure a 37 *C au 
bain-marie. Les tubes sont ensuite separes en deux et chaque 100 ^1 est 
ajoute a 10^ PBL sur une plaque a 24 puits. Les cellules sont cultivees 
pendant 3 jours a 37 *C sous une atmosphere a 5 % de CO2. Au jour 3, les 
cellules sont lavees, mises en culture et propagees pendant au moins 20-25 

30 jours dans un ballon de 25 cml La production de virus est suivie tous les 3 
ou 4 jours, par dosage de la reverse transcriptase (RT). 
Resultats 

Les peptides R7V et F7E peuvent annuler Teffet de 
neutralisation de Tanticorps monoclonal B1G6 sur la production de HIV-1 
35 NDK par les PBL. La sequence du peptide R7V a ete modifiee et parmi les 6 
nouveaux peptides (185, 186, 187, 188, 189, 190), 3 ont perdu Teffet 
d'annulation du R7V : les peptides 185, 189 et 190. 
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~)EXEMPLE~6 ~ 

Correlation entre la presence d'anticorps anti-R7V et la 
progression de la maladie 

5 Des 6chantillons de serums de 90 patients infectes par le HIV 

sont utilises, lis se r£partissent comme suit : 28 patients asymptomatiques 
depuis plus de 3 ans, 24 survivants a long terme et 38 patients atteints du 
Sida, Un groupe de controle constitue de 69 donneurs volontaires 
seronegatifs a 6te obtenu a partir de la banque du sang. 

10 Le comptage des lymphocytes a ete effectue par 

immunofluorescence indirecte et analyse par Epic Profile (Coultronics, 
Margency, France). Les taux seriques de £2m ont ete mesures par 
immunodiffusion (El Nanorid Kit). Les taux d'antigene p24 ont 6t6 testes 
par le Kit de detection p24 de Coulter (Coultronics, Margency, France). 

15 Les concentrations seriques en anticorps anti-R7V sont 

detectees par ELISA. Les resultats sont exprimes en concentration 
d'equivalent d'anticorps monoclonaux B1G6 en vg/ml. 

Essai de neutralisation 

20 Les serums humains sont decomplementes et dilues jusqu'a 

200 /Jg/ml ou 100 /vg/ml d'equivalent B1G6. 50 jjI de HIV contenant 100 

TGID50 sont-prein^ 

dans une plaque a 96 puits a 37° C et 5% de C0 2 pendant 90 min. Le melange 
reactionnel contenant les virus et le serum est dilue deux fois apres 

25 addition de 8xl0« cellules MT4 (dilution finale des serums de 1/120 a 1/20) 
et trois fois a nouveau trois jours apres Tinfection. L'effet fusogenique du 
HIV dans les lignees MT4, c'est-a-dire la formation de syncytia comme 
indicateur de l'infection par le virus, est suivi pendant 7 jours dans les 
puits de culture. L'activite Reverse Transcriptase est mesuree dans 400 v\ 

30 de surnageant depourvu de cellule, 7 jours apres l'infection. 
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La valeur-moyenne-des-ta u x d ^anticorps-anti-RTV-est-calctilee 

pour chaque patient et pour chaque groupe. Les scrums de personnes 
infectees par le HIV contiennent des anticorps ami-R7V et les scrums HIV 
s^ropositifs montrent des concentrations significativement plus £ley6es 
5 en anticorps anti-R7V que celles des serums seron^gatifs. Les taux 
d'anticorps anti-R7V exprimes en equivalent B1G6 s'6chelonnent de 35 k 
2558 A/g/ml (n = 90) et de 27 a 1790 /yg/ml (n - 69), respectiveiiient dans les 
groupes infectes par HIV et dans les groupes non infectes par HIV. 

On a ensuite classe le groupe des patients HIV en trois 
10 categories selon leur statut clinique : groupe des non-progresseurs (NP) 
constitue des patients seropositifs pour HIV depuis une longue periode et 
suivis au Laboratoire depuis plus de 3 ans sans symptdmes du Sida ; le 
groupe des survivants a long terme (LTS) est constitute des personnes 
prdsentant le Sida depuis une longue periode et finalement, un groupe 
15 progresseur est constitue des personnes atteintes du Sida avec un mauvais 
pronostic. 

Les anticorps anti-R7V sont significativement augmentes 
dans le groupe asymtomatique (de 91 k 2558 ^g/ml) par rapport au groupe 
progresseur (de 35 k 630 */g/mI) (p = 0,001) alors qu'on n'observe pas de 
20 difference significative par rapport au groupe LTS ( de 59 a 1864 /ig/ml). 
De meme le groupe LTS presente des taux d'anti-R7V plus eleve que le 
groupeprogresseur~£p-^ 

difference du taux d'anticorps anti-R7V dans le groupe progresseur. 

Dans le groupe progresseur, une distinction nette peut etre 
25 faite en fonction du taux d'anticorps anti-R7V entre les sujets qui decedent 
peu de temps apres leur derniere visite au Laboratoire (de 35 a 508 ^g/ml, 
n = 23) et ceux encore vivants mais malades (de 77 a 586 ^g/ml, n - 14) (p < 
0,03). 

Une etude suivie longitudinale n'a pas pu etablir de 
30 correlation entre les taux d'anticorps anti-R7V et d'autres parametres 
biologiques comme la numeration totale des lymphocytes, les cellules CD4, 
CD8, la p24 et la R2m circulant. 

II apparait que le taux de R7V est stable dans le temps chez les 
patients NP, alors qu'il fluctue chez les patients LTS. 
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Afin de her le test EETSA avec une activireHbiologique du~ 
serum du patient, un test de neutralisation a et6 effectue avec deux virus 
non apparentes, la souche HIV-1 LAV et la souche hautement 
cytopathogene HIV-1 NDK, sur des cellules MT4 indicateur. Les dilutions du 
5 serum ont ete ajustees afin d'obtenir 5 vg d'equivalent B1G6 dans le 
melange de neutralisation. Cette concentration avait 6te' definie comme 
optimum pour la neutralisation de Pinfection par les anticorps B1G6. 
Comme on le voit dans le tableau 5, 17 des 18 sera selectionn£s empechent 
Pinfection de cellules MT4 aussi bien par NDK que par LAV. Pour parvenir 

10 a 5 v% d'equivalent B1G6 en culture, 13 des 18 sera testes n^cessitaient une 
dilution inferieure a 1/50. Afin d'eliminer des activites non specifiques 
dues a d'eventuels composants seriques, ces serums a faible taux en 
equivalent B1G6 ont ete dilues au 1/100 et utilises dans Tessai de 
neutralisation. La quantite d'equivalent B1G6 en culture etait alors 

15 inferieure a 5 ^g (de 2,5 /yg/ml a 0,3 ^g/ml). Neuf des 14 serums (64%) 
neutralisaient encore les deux souches HIV, LAV et NDK, a une dilution au 
1/100. Trois serums de donneurs sains utilises comme controles, ne 
montrent aucune activite neutralisante. 

20 Tableau 5 



Dilutions du serum a 5 |ig : Nombre de serums qui neutralisent 

d'equivalent B1G6 dans Pessai : les deux souches de HIV/sera touJ 

25 : teste 



30 



dilution > 1/50 
1/50 > dilution > 1/20 
dilution < 1/20 



5/5 
10/11 
2/2 



TOTAL 



17/18 
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LISTE DE SEOUENCFS 

Information pour la SEQ ID N* 1 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 15 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N" 1 

Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val-Tyr-Ser-Arg-His-Pro-Ah 
Information pour la SEQ ID N° 2 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 15 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 2 



Phe-His-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu-Val-Asp-Leu-Leu-Lys-Asp-Gly-Glu 
Information pour la SEQ ID N* 3 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 15 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 3 

Ala-Cys-Arg-Val-Asn-His-Val-Thr-Leu-Ser-GIn-Pro-Lys-Ile-Val 
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Information pour la SEQ ID H a 4 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 4 

Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val 

Information pour la SEQ ID N° 5 

TYPE : acide amin£ 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 5 
Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-Val-Lys 

Information-- pour — la — SEQ -ID — K * —6, 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 6 



Phe-His-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu 
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Tnfwmation pour la SEQ~ID N° 7~ 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 7 

Thr-Leu-Ser-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val 
Information pour la SEQ ID N" 8 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 8 
Ile-Tyr-Leu-Thr-Gln-Pro-Lys-Ile-Lys-Val 

■ —Inf oriiiatvon- pour "l-a" SE~Q~T'D"~"N*" 9 _ " ''" 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 9 

Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Lys-Ue-Gln-Val-Tyr 
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Information pour la SEQ ID N° 10 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 10 

Thf-Leu-Ser-Gln-Pro-Lys-Ile-Val-Lys-Asn 

Information pour la SEQ ID N* 11 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 11 
Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Gln-Ile-Val-Lys-Trp 

—Information— pour .. .l.a__S.EQ— ID-..M* — 12_ 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N' 12 
Ile-Gln-Arg-Thr-Pro-Asn-Ile-Val-Lys-Trp 
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TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 8 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N' 13 

Cys-Tyr-Asn-Pro-Ser-Asp-Ile-Glu 

Information pour la SEQ ID N* 14 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 14 

Tyr-Cys-Asn-Pro-Glu-Ser-Thr 



In forma ti o n . pour, la SEQ— ID- N-°- -- 1-5- 



TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 8 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 15 



Asn-Phe-Leu-Asn-Cys-Tyr-Val-Ser 
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Information pour la SEQ ID N° 16 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 9 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 16 

Leu-Asn-Cys-Tyr-Val-Ser-Pro-Ser-Asp 

Information pour la SEQ ID N° 17 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 17 

Lys-Thr-Pro-Gln-Ile-Gln-Val 

-Information— pour_-la_ SEQ__ JD .N* ..18 . 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 18 
Phe-His-Pro-Pro : Gln-lle-Glu 
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I nf ormat iorT pour la SEQ ID N" 19 

TYPE : acide amin6 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lin&rire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 19 

Phe-His-Pro-Pro-His-Ile-Glu 

Information pour la SEQ ID N° 20 

TYPE : acide amine 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : Uneaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N* 20 

Ala-Glu-Pro-Lys-Thr-Val-Tyr 

Information pour la SEQ ID N* 21 

TYPE : acide amin6 
LONGUEUR : 7 acides amines 
CONFIGURATION : lineaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 21 



Ser-Gln-Pro-Lys-Thr-Val-Tyr 
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Information pour la SEQ ID N" 22 

TYPE : acide amin€ 
LONGUEUR : 10 acides amines 
CONFIGURATION : Uneaire 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID N° 22 
Ile-Leu-Ser-Arg-Thr-Pro-Lys-Ile-Gln-Val 
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LEGENDE DE LA FIGURE 2 

ELISA avec l'antiserum de lapin pour R7V ou p2m 

lapin 618 (immunisation avec R7V-KLH) dilution serum 1/100 
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LEGENDE DE LA FIGURE 3A 

ELISA avec de l'antiserum de lapin sur des puits revetus de peptide 



f2 'apin 618 immunise avec R7V 
GD lapm 621 immunise avec F7E 
lapin 624 immunise avec S7K 
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ELISA avec des sera de lapins immunises 
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ELISA avec des sera de lapins immunises 
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ELISA avec B1G6, C21.43, B2G2.2 mAb pour R7V 
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LEGENDE DE LA FIGURE 6 

NEUTRALISATION DE HIV-1 BRU-1 PAR LE SERUM MEC EV (1/50) SUR PBL 
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LEGENDE DE LA FIGURE 7 

NEUTRALISATION DE HIV-1 BRU-1 PAR LE SERUM DE 
25 BUB JE (1/50) SUR PBL 



30 



3U3 JE 50 
BU3 JE SO' 
SRJ 
BP.U- 



BNSDOCID: <WO 9702344A2 I > 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGIE 26) 



WO 97/02344 



PCT/FR96/01006 



39/4 

LEGENDE DE LA FIGURE 8 

EFFET DU SERUM SAU CH (1/50) SUR LA PRODUCTION 
DE HIV-1 BRU-1 SUR PBL 
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LEGENDE DE LA FIGURE 9 

EFFET D'UN SERUM DE PATIENT HIV- SUR LA PRODUCTION DE HIV-1 SUR PBL 
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LEGENDE DE LA FIGURE 10 
25 NEUTRALISATION DE HIV-1 NDK PAR LE SERUM MEC EV ( 1/50) SUR PBL 
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NEUTRALISATION DE HIV-1 NDK PAR LE SERUM BUB JE ( 1/50) SUR PBL 
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LEGENDE DE LA FIGURE 12 

EFFET DU SERUM SAU CH (1/50) SUR LA PRODUCTION DE HIV-1 NDK SUR PBL 
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LEGENDE DE LA FIGURE 13 



EFFET D'UN SERUM DE PATIENT HIV- SUR LA PRODUCTION 
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REVENDICATIONS ~~ 

1) Vaccin destine au traitement et/ou a la prevention de 
maladies d'origine infectieuse, Pagent infectieux ayant au moins une 
phase intracellulaire chez Phote lors de son cycle de multiplication, 
caracterise en ce qu'il comporte au moins un epitope cryptique d'un 
element cellulaire emporte par un agent infectieux intracellulaire lors de 
son passage a Pexterieur de la cellule et qui est devoile par Pagent 
infectieux. 

2) Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que 
Pagent infectieux est constitu6 par un parasite intracellulaire ou un virus 
a enveloppe. 

3) Vaccin selon la revendication 2, caracterise en ce que le 
virus est choisi parmi HIV, CMV et HPV. 

4) Composition destinee au traitement ou a la prevention des 
infections a HIV, caracterisee en ce qu'elle comporte a titre de principe 
actif au moins un peptide correspondant aux sequences id n° 1 a 22 ou une 
sequence equivalente. 

5) Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que le peptide est lie a un systeme porteur. 

6) Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce 
que le ~^^£Tne~p~6rteui^ est c6ft"s"fime~iruh ou ^lusiwri~"fragmeriFs cie 
proteine lies a l'extremite N ou C terminale du peptide par une liaison 
peptidique. 

7) Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que le systeme porteur est lie au peptide par une liaison non peptidique. 

8) Composition selon Pune des revindications 4 a 7, 
caracterisee en ce que le peptide a la sequence R7V. 

9) Composition selon Pune des revindications 4 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle comporte plusieurs peptides. 

10) Composition selon Pune des revindications 4 a 9, 
caracterisee en ce que le systeme porteur est choisi parmi les albumines, 
la KLH et la MPA. 

11) Composition selon Pune des revendications 4 a 10, 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre les adjuvants d'immunite 
non specifiques. 
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12 ) (^mposixiorrt et k la prevention des 

infections a HIV, caracterisee en ce qu'elle comporte une sequence d'ADN 
codant pour un peptide selon Tune des sequences id n° 1 a 22 ou une 
sequence equivalente. 

13) Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce 
que la sequence d'ADN code pour un peptide portant la sequence 
peptidique sequence id n* 1 a 22 ou une sequence Equivalente. 

14) Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce 
que la sequence d'ADN est precedee de la sequence assurant son expression 
dans une cellule hote. 

15) Composition selon Tune des revendications 12 k 14, 
caracterisee en ce que la sequence d'ADN est portee par un vecteur 
d'expression. 

16) Composition selon la revendication 15, caracterisee en ce 
que le vecteur d'expression est en replication autonome. 

17) Composition selon la revendication 15, caracterisee en ce 
que le vecteur d'expression est un vecteur d'integration chromosomique. 

18) Composition selon l'une des revendications 15 a 17, 
caracterisee en ce que le vecteur d'expression est un plasmide bacterien. 

19) Composition selon l'une des revendications 15 a 18, 
caracterisee en ce que le vecteur d'expression est constitue de tout ou 
partie ~d*un- vi " 

20) Composition selon Tune des revendications 1 a 19, 
caracterisee en ce que le peptide est exprime dans une cellule hote. 

21) Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce 
que ladite cellule est une cellule eucaryote ou vegetale. 

22) Anticorps dirig£s contre un peptide utilise dans l'une des 
compositions selon l'une des revendications l a 21. 

23) Composition comportant au moins un anticorps selon la 
revendication 22. 

24) Procede de diagnostic de patients non progresseurs, 
caracterise en ce que Ton detecte par un test immunologique la presence 
d'anticorps selon la revendication 19. 

25) Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que 
le test immunologique est un test EUSA ou RIA. 
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